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相乗効果についての一検討

永野　忠聖 1*、岩下　香織 1、鴨下　亜衣 1、辻　　友美 1

　食品添加物の安全性についての評価は一般的に単独でおこなわれることが多いため、Lau ら
は複数の食品添加物の組み合わせによる神経芽細胞腫への効果について検討をおこない、神経
突起の成長阻害が 2 種類の食品添加物 ( ブリリアントブルー FCF と L- グルタミン酸、キノリ
ンイエローとアスパルテーム ) の同時投与により相乗されることを示した。本研究では、Lau

らがおこなっていない 2 種類の組み合わせである、アスパルテームとブリリアントブルー FCF

それぞれの単独投与と共投与を初代培養神経細胞に対しておこない、神経細胞への生存作用に
ついて検討をおこなった。また、食品添加物と注意欠陥・多動性障害（ADHD）との関連性が
これまでに指摘されており、ADHD において GABA 抑制伝達が減弱するとの報告もあること
から、本研究では、GABA 抑制性神経細胞に対して免疫組織化学的手法を用いて検討をおこ
なった。ブリリアントブルー FCF を単独で 10nM、72 時間添加したとき、大脳皮質初代培養神
経細胞の細胞数は有意に減少していた。また、ブリリアントブルー FCF 10nM、アスパルテー
ム 5μM の濃度で共投与した時に GABA 抑制神経細胞の割合が有意に減少していた。これらの
結果は、高濃度のブリリアントブルー FCF が神経細胞に対して生育阻害に働き、また、高濃度
のアスパルテームと組み合わせた時に、特に GABA 抑制細胞に対して阻害的に働くことを示
唆する。
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はじめに

　甘味料や保存料などの食品添加物が行動や
学習効果について及ぼす影響については未だ
に議論の余地があり、Bateman らの研究によれ
ば、着色料と保存料を除いた食品を摂取した時
に、学習、多動性が改善することが示されたが
1)、一方、他の研究グループでは、食品添加物
の摂取と学習および多動性への関連性は観察さ
れなかったとしている 2)。また、合成着色料も
市販の食品において多く用いられているが、単
独での摂取では過剰量の摂取ではない場合にお
いて問題がないとされる。食用色素に分類され
るブリリアントブルー FCF については、その
類縁体であるブリリアントブルー G が脊髄損

傷への治療効果が期待されるとして研究がおこ
なわれている 3)。食品添加物の安全性について
の検討は一般的に単独で行われることが多いた
め、Lau らは複数の食品添加物の組み合わせ（ブ
リリアントブルーと L- グルタミン酸、キノリ
ンイエローとアスパルテーム）についてマウス
神経芽細胞腫 NB2a に対する効果について検討
をおこない、神経突起の成長阻害が 2 種類の食
品添加物の投与により相乗されることを示した
4)。そこで本研究では、本邦において食品添加
物として認められているアスパルテームとブリ
リアントブルー FCF（青色 1 号）を同時に投与
した時の初代培養神経細胞への効果について検
討をおこなった。初代培養神経細胞の分化・成
長の過程は生体内の健康状態をよく反映するた
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め、神経毒性や神経細胞の成長への影響を観察
するために用いられる 5)。培養神経細胞の中で
も、今回は GABA 作動性神経細胞への作用に
ついて着目した。これまでに食品添加物と多動
性との関連について研究をおこなった例は多く
あり、また、ADHD（注意欠如・多動性障害）
を患う小児において、大脳皮質一次運動野にお
ける GABA シグナル減少が観察されたことか
ら 6)、食品添加物の過剰摂取が GABA 作動性の
抑制神経細胞に及ぼす影響が考えられるため、
本研究を遂行した。食品添加物の投与濃度につ
いては、Lau らが算出した、体重 10kg の子ど
もが摂取し、消化した時の潜在的血漿濃度を参
考にした 4)。彼らの計算値を一日許容摂取量に
換算すると、ブリリアントブルー FCF 12.5mg/
kg（体重）摂取時は、潜在的な血漿濃度は 14nM

となる。アスパルテームについては、40mg/kg

（体重）摂取時、潜在的な血漿濃度は 6.8μM となる。
本研究では添加物の培養液中濃度を、ブリリア
ントブルー FCF は最大 10nM、アスパルテーム
は最大 5μM にして検討した。仮想的に算出し
た潜在的な血漿濃度が脳内においてどれだけ反
映されるかは不明である。

方法

1. ラット胎児初代培養神経細胞の調製
　ドライアイスで麻酔した SD ラットより胎
生 18 日の胎児を取り出し、氷冷した L- 15 メ
ディウムをいれた滅菌シャーレ中で脳軟膜を丁
寧に剥ぎ、大脳皮質を取り分けた。以下の作
業からクリーンベンチに移動し、L- 15 メディ
ウムで 2 回洗った。10% 牛血清入りダルベッ
コ改変イーグル培地を入れ、ピペット操作で
機械的に細胞を分散した。分散した神経細胞
を 10% 牛胎児血清入りダルベッコ改変イーグ
ル培地に 200-400 毎平方ミリメートルの密度に
なるように希釈した。分散した大脳皮質神経細
胞はあらかじめポリ -D- リジンでコートした
滅菌プラスティックディッシュに播いた。CO2

インキュベーターに入れ、1 時間後に再び、無
血清 N2 培地（1 mM グルタミン、100 μg/ml 
トランスフェリン、5 μg/ml ウシ由来インス
リン、16 μg/ml プトレシン、20 nM プロゲス
テロン、30nM 亜セレン酸ナトリウム、 10mM 

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinie ethane sulfonic 
acid (HEPES: pH7.3)）にメディウム交換をおこ
なった。食品添加物は培養開始 1 日後に単回投
与した。免疫組織化学的観察をおこなうために、
培養 4 日目にパラホルムアルデヒドで固定し、
試料とした。

2. 添加試薬
　アスパルテーム（和光純薬）は最終濃度が
5μM、0.5μM、50nM になるように滅菌水に溶
解して添加した。ブリリアントブルー FCF（和
光純薬）については最終濃度が 10nM、1nM、
0.1nM になるように滅菌水に溶解させ添加し
た。

3. 免疫組織化学
　CO2 インキュベーターから初代培養神経細
胞を取り出し、リン酸緩衝液 (PBS) で 2 回洗浄
してから、4% パラホルムアルデヒド、0.5% グ
ルタールアルデヒド、2% スクロースを含有す
る 0.15 M PBS で細胞を固定した。固定した細
胞は免疫組織化学に供する前まで冷蔵庫内で
PBS に入れ替え保管した。免疫染色の際、取
り出した固定済の培養神経細胞はトリス緩衝
液 (TBS) で 2 回洗浄をおこなった。ウサギ由来
抗 GABA 抗体（Calbiochem 社）を 3% 牛胎児
血清、0.3% ウシ血清アルブミンを含む TBS に
1000 分の 1 の濃度に希釈し 4℃で 1 昼夜反応さ
せた。その後 3 回 TBS で 10 分ずつ洗浄し 1 次
抗体と同じ TBS 液に Alexa488 ヤギ由来抗ウサ
ギ IgG 抗体 (Sigma) を室温で 1 時間反応させた。
そのあと 3 度 TBS で 10 分ずつ洗浄し、最後に
顕微鏡用水性封入剤（アクアテックス : メルク）
を滴下し、乾燥させた。

4. 顕微鏡観察
　観察には蛍光顕微鏡（BX50: オリンパス）
を用いた。抗 GABA 抗体により認識させた
GABA 含有神経細胞を可視化するために用い
た Alexa488 蛍光抗体を発光させるために蛍光
励起フィルターには NIBA フィルターを使用し
た。蛍光色素陽性であった培養神経細胞につい
て異なる視野をランダムに移動させ、0.188 平
方ミリメートルの範囲を各条件において 10 箇
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図 .1　GABA 陽性細胞の蛍光画像 .
(A-D) 培養 4 日目の培養神経細胞 .
初代培養神経細胞を培養 4 日目に固定し、抗 GABA 抗体で免疫組織化学的染色をおこなった . 添
加物なし (A). ブリリアントブルー FCF 10nM (B). アスパルテーム 5μM (C). ブリリアントブルー FCF 
10nM+ アスパルテーム 5μM (D). スケールバー : 50 μm. (C, D).

図 .2　培養神経細胞の 4 日目の細胞密度および GABA 陽性細胞の割合 .
(A) 細胞密度 1 平方ミリメートル当たりの培養神経細胞密度を示す . ブリリアントブルー FCF 単独
の濃度別 , アスパルテーム単独の濃度別 , および共投与の濃度別データ . ( 各群 N=10). データは平均
値± SD. (B) GABA 陽性細胞の割合を示す . 培養神経細胞の密度を算出した同視野において GABA

陽性細胞をカウントした . ( 各群 N=10). データは平均値± SD.

Ａ

Ｂ
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所をランダムにデジタルカメラ（D600: ニコン）
で撮影した画像から GABA 陽性細胞数の計測
をおこなった。同視野で GABA 陰性の細胞数
をカウントし、1 平方ミリメートル当たりの培
養神経細胞密度および GABA 陽性細胞数の割
合を算出した。

5. 統計処理
　データは平均値±標準偏差により示した。
Dunnett 法を用いて検定をおこない、P 値が 0.05

未満のときに有意とみなした。

結果

　培養神経細胞を計 4 日培養し、そのうち約
72 時間、ブリリアントブルー FCF、アスパル
テーム、およびブリリアントブルー FCF+ アス
パルテームを培地に添加して、GABA 抑制神
経細胞を含む培養神経細胞の生存状態を比較
検討した。各添加物については濃度を 3 点に
取った（実験方法参照）。　形態的には大きな
差は観察されなかった（図 1A-D）。GABA 抑
制神経細胞も含むトータルでの神経細胞数密度
はコントロール群で 380.4 ± 30.2 個 /mm2 であ
るのに対して、単独投与群の中では、ブリリ
アントブルー FCF 10nM 単独投与により 325.6 
± 50.5 個 /mm2 となり、有意に神経細胞数が
減少していた（図 2A）。アスパルテーム 5μM+
ブリリアントブルー FCF 10nM の共投与では、
325.1 ± 56.8 個 /mm2 であり、減少傾向は見ら
れたものの有意差はなかった（図 2A）。GABA

作動性神経細胞の割合については、アスパル
テーム、およびブリリアントブルー FCF 両方
の単独投与では、各濃度群において GABA 作
動性神経細胞の有意な減少は観察されなかった

（図 2B）。しかし、アスパルテーム 5μM+ ブリ
リアントブルー FCF 10nM の共投与のときに、
GABA 作動性神経細胞の割合が 10.4 ± 2.3% と
なり、コントロール群での割合である 15.6 ±
4.3% から有意に減少していた（図 2B）。

考察

　Lau らはキノリンイエローとアスパルテーム
との組み合わせ、およびブリリアントブルー
FCF と L- グルタミン酸の組み合わせで共投与

して神経芽細胞腫への影響を観察した。彼らの
結果によれば、ブリリアントブルー FCF と L-
グルタミン酸それぞれ約 10nM、10μM の組み
合わせで、単独投与のブリリアントブルー FCF

約 50nM 濃度、および単独投与 L- グルタミン
酸約 50μM 濃度のそれぞれとほぼ同じことを示
し、共投与による相乗的な効果が観察されたこ
とを報告した 4)。本研究における実験系におい
てはブリリアントブルー FCF 10nM 単独投与時
に培養神経細胞数の減少が観察された。さらに、
ブリリアントブルー FCF 10nM とアスパルテー
ム 5μM の共投与のときに、GABA 作動性神経
細の割合が減少していた。しかし、ブリリアン
トブルー FCF とアスパルテームそれぞれの細
胞毒性における作用機序については明らかで
はない。ブリリアントブルー FCF については、
その類縁体であるブリリアントブルー G が
ATP 感受性 P2X7 受容体の阻害効果を持つこと
が知られているが、P2X7 受容体遮断はむしろ
過剰な神経興奮から神経を保護するが知られて
おり 7)、神経毒性を持つに至る機序については
不明である。ブリリアントブルー FCF は、直
接血液脳関門を通過するものの、アスパルテー
ムについては分解産物であるフェニルアラニン
がアミノ酸トランスポーターにより脳内へ運ば
れる。過剰なフェニルアラニンがドーパミン、
セロトニンそれぞれの合成に必要なチロシン、
トリプトファン輸送阻害に働くことが示唆され
ている 8) が、本研究で観察された細胞減少との
関連は不明である。また、アスパルテームその
ものの能動的輸送についは明らかではない。た
だ、アスパルテーム分解産物中にはメタノール
も含まれるため 8)、培養神経細胞に対する効果
がアスパルテームそのものによるものか、もし
くは代謝産物に起因するものかについてはよく
分かっていないため、添加方法の妥当性などは
今後の研究を待たねばならない。しかし、動物
実験においては、成熟後には脳内に到達しない
サイトカインのような大きな物質も幼弱期の動
物では通過する 9)。また、感染時の脳内におい
ては、血液脳関門での物質透過性が亢進するこ
とから 10)、抹消からの食品添加物が脳内に直接
移行しないとの否定はできない。いずれにせよ、
食生活においては多くの化学物質を同時に摂取
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することになるため、安全性や生物活性の評価
はこの点を考慮しなければならない。
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ABSTRACT

A study about the synergistic effects of food additives on cultured cortical neurons

Tadasato Nagano1*, Kaori Iwashita1, Ai Kamoshita1, Tomomi Tsuji1

  Generally, the evaluation of food additives is often considered individually. Lau et al. examined the 
effects of combined food additives on neuroblastoma. And they found the synergistic neurite growth 
inhibition in combinations of two (Brilliant Blue and L-glutamic acid, Quinoline Yellow and aspartame). 
In this study, we tested the effect of combined food additives in combination with aspartame and 
Brilliant Blue FCF. Each of single-application and co-application was performed on cultured cortical 
neurons and they were subjected to the analysis of neurotoxic effect. Exposure to food additives during 
childhood has been implicated in the induction of behavioral and developmental disorders, such as 
attention deficit hyperactivity disorder (ADHD). Recent studies suggest that ADHD is characterized by 
a deficit in cortical inhibition. Therefore we focused the cellular effects to GABAergic neurons using an 
immunohistochemical method. When brilliant blue FCF was applied at 10nM for 72hours, the number 
of cells in cortical culture was decreased significantly. And furthermore, co-administration of Brilliant 
Blue FCF 10nM and 5μM aspartame reduced the rate of GABA-immunopositive neurons significantly. 
These results suggest that exposure to overdosed Brilliant Blue FCF acts on growth inhibition of cortical 
neurons, and when it is applied to cultured neurons in combination with high concentration of aspartame, 
GABAergic neurons are particularly affected.
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